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A study of BAG6 complex 
in controlling vesicle transport 
YUGO TSUCHIYA 
 
	 Membrane transport system that controlling a localization of membrane proteins is important mechanism 
for homeostasis. A correct localization of specific proteins maintains cellular systems. Membrane proteins 
orchestrated membrane transport. Typical membrane proteins possess signal sequence (SS) at its N-terminus 
are inserted into ER by signal recognition particle. However, major components of SNARE complex, an 
essential element that controlling membrane transport, are membrane proteins without SS. Such membrane 
proteins called tail anchored proteins (TA proteins) that constitute almost 3-5 % of whole membrane proteins. 
In spite of their importance in membrane transport, insertion of TA proteins remained unclear for a long time. 
Recently, Hegde and colleagues reported that BAG6 is involved in biogenesis of TA proteins using in vitro 
assay. However, weather BAG6 regulates SNARE complex remains unclear. Thereby I try to examine the 
involvement of BAG6 in membrane transport.  
 First, I examined whether BAG6 knockdown impacts on the localization of component of SNARE complex 
and dynamics of membrane-organelle. We focused on two SNARE TA proteins, Syntaxin5 (Stx5) which 
localizes golgi-apparatus and GS28 which collaborates with Stx5. I examined localization of these proteins 
with immunostaining procedure under BAG6 knockdown condition. As a result, I found the localization of 
these proteins are changed. Furthermore localization of GM130, a golgi matrix marker, was also changed, 
suggesting that BAG6 knockdown affects the overall membrane structure of the golgi. In contrast, BAG6 
knockdown had no effect for endoplasmic reticulum. From these results, I concluded that BAG6 complex 
modulates membrane structure of the golgi. Since golgi-apparatus is known to play important functions in the 
glycosylation and transport of membrane proteins, I examined whether BAG6 knockdown affects on the 
membrane protein glycosylation and transport. As the assay of membrane transport, I used 
fluorescence-labeled Lectin that recognizes glycoproteins on cell membrane. I compared cell surface 
glycoproteins that recognized by Lectin between Control and BAG6 knockdown conditions. As a result, I 
found cell membrane-glycoproteins decrease in the BAG6 knockdown conditions. Now, I suggest that these 









BAG bcl-2 associated athanogene 
BSA Bovine Serum Albumin 
CNX Calnexin 
CS Calf Serum 
D-MEM Dulbecco's Modified Eagles Medium 
dNTP Deoxyribonucleoside 5'-triphoshate 
ECL Enhanced Chemiluminescence 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid 
GFP Green Fluorescent Protein 
IB Immunoblotting 
IgG Immunoglobulin G 
IP Immunoprecipitation 
KD Knock Down 
LBA Luria Bertani 0.1％ Ampicillin（50 µg/ml）  
mAb monoclonal Antibody  
PAGE Polyacrylamid Gel Electrophoresis 
PBS Phosphate-Buffered Saline 
PBS-T 0.1％ Tween20 in PBS 
PCR Polymerase Chain Reaction 
rpm revolution per minute 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
siRNA small interfering RNA 
SNARE Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein 
Stx Syntaxin 
TA Tail Anchor 
TF Transfection 
TRC Transmenbrane domain Recognition Complex 
Tris Tris（hydroxymethyl） aminomethane 
Triton X-100 polyoxyethylene（10）octylphenyl ether 







ADI-VAM-PT047 （GS28, mAb） α-GS28 
Alexa Fluor®647 Mouse anti-GM130 α-GM130 
Anti-actin polyclonal antibody α-Actin 
Anti-Calnexin antibody produced in rabbit α-Calnexin 
Anti-FLAG M2 monoclonal antibody α-FLAG 
Anti-GRP78, C-Terminal antibody produced in rabbit α-Bip 
Anti-mouse IgG, HRP-linked whole Ab Sheep α-Mouse-HRP 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked whole Ab Donkey α-Rabbit-HRP 
Anti-S peptide α-Sタグ 
beta COP Polyclonal Antibody α-β-COP 
lectin GS-Ⅱ, Alexa Fluor®488 conjugate Lectin 
S-protein agarose Sビーズ 
Syntaxin5抗体 α-Stx5 




























ADI-VAM-PT047 （GS28, mAb） Enzo 
Alexa Fluor®488 goat anti-mouse IgG （H+L） life technologies 
Alexa Fluor®488 goat anti-rabbit IgG （H+L） life technologies 
Alexa Fluor®594 goat anti-mouse IgG （H+L） life technologies 
Alexa Fluor®594 goat anti-rabbit IgG （H+L） life technologies 
Alexa Fluor®647 Mouse anti-GM130 BD biosciences 
Anti-actin polyclonal antibody SIGMA 
Anti-Calnexin antibody produced in rabbit SIGMA 
Anti-FLAG M2 affinity gel SIGMA 
Anti-FLAG M2 monoclonal antibody SIGMA 
Anti-GRP78, C-Terminal antibody produced in rabbit SIGMA 
Anti-mouse IgG, HRP-linked whole Ab Sheep GE Healthcare 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked whole Ab Donkey GE Healthcare 
Anti-S peptide Santa Cruz Biotech 
beta COP Polyclonal Antibody Thermo SCIENTIFIC 
Calf serum SIGMA 
ClearTrans PVDF membrane, hydrophobic 0.45 µm Wako 
DMEM Wako 
Enhanced chemiluminescence  GE Healthcare 
Hybond P (PVDF) GE Healthcare 
lectin GS-Ⅱ, Alexa Fluor®488 conjugate life technologies 
MG-132 PEPTIDE Institute 
S-protein agarose Novagen 
Syntaxin5抗体 杏林大学医学部	 須賀圭博士より分与された	 
WIDE-VIEWTM prestained protein size marker Ⅲ Wako 
X線フィルム	 RX-U FUJIFILM 
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si RNA 
	 本研究で用いた si RNAコンストラクトの配列は以下の通りである。 
si BAG6 5'-UUUCUCCAAGAGCAGUUUA-3' 
si BAG6② 5'-CAGAAUGGGUCCCUAUUAUTT-3' 
si BAG6③ 5'-GAGGAUCAGCGGUUGAUCATT-3' 



























s IP バッファー 
	 	 150 mM NaCl、20 mM tris-HCl (pH 7.5)、10 mM EDTA、10% (v/v) glycerol、 
1% (v/v) NP-40 
 
s IP 回収バッファー 
	 	 150 mM NaCl、20 mM tris-HCl (pH 7.5)、10 mM EDTA、10% (v/v) glycerol、 
1% (v/v) NP-40、20 µM MG-132、20 mM NEM、1％（v/v）Inhibitor cocktail 
 
s PBS 
	 	 137 mM NaCl、4.3 mM Na2HPO4、2.7 mM KCl、1.4 mM NaH2PO4 
 
s PBST 
	 	 137 mM NaCl、4.3 mM Na2HPO4、2.7 mM KCl、1.4 mM NaH2PO4、 
0.1% (v/v) Tween 20 
 
s SDS泳動バッファー 
	 	 192 mM glycine、25 mM tris、0.1% (w/v) SDS 
 
s トランスファーバッファー 
	 	 192 mM glycine、25 mM tris、20% (v/v) methanol 
 
s HEPES緩衝バッファー 
137 mM NaCl、2.68mM KCl、0.9mM CaCl2、10 mM HEPES（pH7.5） 
 
s 低張バッファー 























SNARE（soluble NSF attachment protein receptor）複合体と総称され、膜輸送の過程で特異的
なターゲティング・膜融合の仲介といった役割を果たしている（Jesse. , 2001）。多くの膜タンパク
質では、翻訳開始直後にリボソームから露出したN末端シグナル配列がシグナル配列認識粒子によ
って認識され小胞体膜へと埋め込まれる（Clerico et al. , 2010）。しかし、細胞内小胞輸送を制御す
る SNARE複合体の主要構成要素は、膜タンパク質であるにも関わらずシグナル配列を保持しない。
N末端側にシグナル配列を持たず、C末端側に 1つの膜貫通領域を持つ特殊な一回膜貫通型タンパ
ク質は、テイルアンカー型（TA）膜タンパク質と総称され、膜タンパク質の 3-5 %を占める（Rabu 
et al. , 2009; Leznicki et al. , 2010; Mariappan et al. , 2011）。SNAREタンパク質は哺乳類に 38
個以上存在し、Syntaxinや Synaptobrevinなど、多くがTAタンパク質である（Miller et al. , 2011; 
Hong et al. , 2005）。SNAREタンパク質はN末端側に 60-70アミノ酸からなる SNAREドメイン
を 1つ持ち、各細胞内小器官の間の輸送におけるほとんど全ての膜融合を仲介することが報告され
ている（Jesse. , 2001; Jahn et al. , 2006）。標的側の膜には中心部にグルタミンを含む 3 つの
Q-SNARE、輸送小胞側の膜には中心部にアルギニンを含む 1つのR-SNAREが存在する。これら
4 つの SNARE ドメインによる 4 本束の複合体形成が、膜融合を誘導する。複合体を形成する
SNAREタンパク質の組み合わせには特異性がある。そのため、SNAREタンパク質が目的の膜に
正しく局在することは、膜融合の特異性を決定する上で必要不可欠なことである。しかし、SNARE
タンパク質を含むTAタンパク質の小胞体膜への挿入機構は永らく不明であった。	 	  
	 近年、無細胞系を用いた実験からBAG6がTAタンパク質の小胞体膜挿入機構に関与しているこ
とが報告された（Mariappan et al. , 2010; Hessa et al. , 2011）。BAG6はN末端側にユビキチン
と相同性の高いUBLドメインを持ち、C末端側に核移行配列（NLS）とBAGSドメインを持つⅡ
型ユビキチン様タンパク質であり、Ubl4a、TRC35と複合体を形成して機能することが報告されて
いる（Minami et al. , 2010; Mariappan et al. , 2010）。BAG6複合体は、リボソームから新合成さ
 12 
れたTAタンパク質の膜貫通領域を認識・捕捉するとされる（Mariappan et al. , 2010; Hessa et al. , 
2011）。BAG6複合体によって捕捉されたTAタンパク質はTRC40へと受け渡され、TRC40によ
ってTAタンパク質は膜挿入装置CAML-WRB複合体まで運ばれて、小胞体膜へとアセンブリされ
る（Mariappan et al. , 2010）。しかし、TAタンパク質のうち約 10%が SNARE複合体の主要構成
要素であるにも関わらず、いまだ BAG6 と SNARE 複合体との機能的関連は明らかにされていな
い。一方で、BAG6はUBLを含むN末端領域で新合成不良タンパク質の疎水性領域を認識・捕捉
し、プロテアソームまでリクルートする（Minami et al. , 2010）。新合成タンパク質のうち数 10％































1. ［HeLa 細胞の培養と継代］	 
	 HeLa細胞は 10％（v/v）の非働化 CSを含む D-MEM（High Glucose）中で、37℃、5％CO2
存在条件下で培養した。継代する際は、培地を除去後に滅菌 PBS で 2 回洗浄し、0.25％
trypsin-EDTAを加えた。5％CO2存在下 37℃で 5分間インキュベートすることで、細胞をシャー
レから遊離させた。シャーレに D-MEM 培地を加え、よく懸濁し、細胞を回収した。585×g で 3
分間遠心してから上清を捨てることで、trypsinを除去した。沈殿を再びD-MEM培地で懸濁し、
細胞数が 2.0×106になるように 10 cmシャーレに播種した。 
 
2. ［HeLa 細胞へのベクター導入法］ 
	 CSを含まないD-MEM60 µlにDNA：Hily Maxが 1：2となるように加えて混合し、15分間





ンはターゲット配列をコードする duplex siRNA Univesal Control を用いた。導入試薬には
Lipofectamine 2000 Reagentを添付のプロトコルに従って用いた。BAG6 duplex siRNA の終濃
度は 5 nMとなるように調整した。SRP54は終濃度 10 nMとなるようにした。 
 
4. ［免疫染色法］ 








3rd PBSで 3回洗浄し、界面活性剤を用いて透過処理を行った。 
i 膜タンパク質を染色したい場合は 5％ジギトニンを含むPBSを使用した。インキュベ
ートは 37℃で 5分間行った。 
ii 細胞内小器官の内側のタンパク質やエンドソームを染色したい場合は 0.1％（v/v）
Triton X-100を含むPBSを使用した。インキュベートは 4℃で 5分間行った。 
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4th PBSで 3回洗浄し、3％（v/v）CS を含むPBSを添加して 30分間ブロッキングを行った。 
5th 3％（v/v）CSを含むPBSで 1次抗体を適当な濃度まで希釈し、ブロッキングした細胞と 4℃
で 16時間（または、室温で 1時間）反応させた。 
6th PBSで 5回洗浄した後、3％（v/v）CSを含む PBSで適当な濃度に希釈した 2次抗体と室
温遮光条件下で 1時間反応させた。 
















a Alexa Fluor 488（または、594）goat anti-mouse igG（H+L）（1/1,000倍） 






i 6 wellシャーレならば 1 wellあたり 500 µl、10 cmシャーレならば 1 mlの IP回収バ
ッファーを加えた。 
3rd ソニケーションを行い、17,500×gで 10分間遠心後、上清を 430 µl回収した。この際、30 µl
を新しいチューブに分注し、インプット用サンプルとして調整した。 
i ソニケーションはDuty Cycle「30」、Output Control「3」で行った。 
4th 回収した 400 µlの上清に、発現ベクターのタグに応じて各種抗体結合ビーズ 懸濁液（50％ 
slurry）を 10 µl加え、4℃で 15分間転倒混和した。 
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5th 850×gで 1分間遠心後、上清を除き IP回収バッファーを 300 µl加えて洗浄することを 4
回繰り返した。 





1st 細胞を回収しPBSで 2回洗浄した後、PBSを加えてセルスクレーパーで細胞を回収した。 
i 6 wellシャーレならば 1 wellあたり 500 µl、10 cmシャーレならば 1 mlのPBSを加
えた。 
2nd 3,000×gで 2分間遠心し、細胞を沈殿させた。 
3rd 上清を捨て、沈殿に 1％（v/v）Inhibiter Cocktailを含む低張バッファーを加えてダウンホ
モジナイザーで細胞を破砕した。 
i Inhibiter Cocktailは使用直前に加えた。 
ii ダウンホモジナイザーで細胞を破砕する際は、タンパク質の変性や分解を防ぐため氷
上で行った。 
4th 3,000×gで 2分間遠心し、上清を回収し、次の操作に使用した。沈殿は核画分とした。 
5th 上清を超遠心用のチューブに移し、バランスを精密電子天秤で調整した。 
i バランスは少数第 3位まで合わせた。 
6th 100,000×g（45,000 rpm）で 20分間超遠心を行った。上清を細胞質画分、沈殿を膜画分と








2nd 2×SDS サンプルバッファーを加えず、PBSを加えて 850×gで 1分間遠心した。 
3rd 上清を除き、沈殿を 50 µlのPBSに懸濁した。 
4th 25 µlずつに分注し、片方には 5 Unit PNGase（0.5 µl）を、もう片方にはPBSを 0.5 µl
加えた。 
5th それぞれ 37℃にて 2時間インキュベートした。 
6th 850×gで 1分間遠心後に上清を除き、250 µlの IP回収バッファーを加えもう一度 850×g
で 1分間遠心した。 
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1st ポリアクリルアミドゲルを用いて、20 mA定電流で SDS-PAGEを行った。 
2nd PVDF膜を 100% メタノールで親水処理し、濾紙とともにトランスファーバッファーに浸
した。 
3rd アクリルアミドゲル 1枚あたり 100 mAの定電流で、70分間タンパク質を転写した。 
4th 転写後、PVDF膜を 5%（w/v）スキムミルクを含む PBSTに浸し 30分間インキュベート
し、ブロッキングを行った。 
5th 1次抗体反応を室温で 1 時間または 4℃で 16時間行った後、PBST中で 10分間インキュ
ベートすることを 3回繰り返すことで、PVDF膜を洗浄した。 



















2nd 5％CO2存在下 37℃で 5分間インキュベートすることで、細胞をシャーレから遊離させた。 
3rd シャーレにD-MEM培地を加え、よく懸濁し、細胞を回収した。 
4th 500×gで 3分間遠心してから上清を捨てることで、trypsinを除去した。 
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5th 沈殿にPBSを 500 µl加え 500×gで 3分間遠心してから上清を捨てることを 3回繰り返し
た。 




8th 3％（v/v）CSを含むPBSを 500 µl加え、室温で 5分間転倒混和することでブロッキング
を行った。 
9th 500×gで 3分間遠心してから上清を捨て、3％（v/v）CSを含むHEPES緩衝バッファーで







1st 細胞を回収し 2回PBSで洗浄した。 
2nd 4 %（w/v）パラホルムアルデヒドを含むPBSを添加し室温で 30分間インキュベートした。 
3rd 3回 PBSで洗浄し、5％（w/v）蛍光 Lectin を含むHEPES緩衝バッファーと室温で 2時



















1. BAG6 KD 条件下で内在性 Stx5 のシグナル分布が変化する 
	 TAタンパク質のうち、Sec61βなどを基質に用いた無細胞系における実験から、BAG6がTAタ
ンパク質の小胞体膜挿入機構に関与していることが報告された。そこで、SNARE-TA タンパク質
でありゴルジ体に局在することが報告されている Stx5を基質に、BAG6 KDが SNAREタンパク
質にどのような影響を与えるか検討した。細胞を 6 wellシャーレに播種し、BAG6 KDを行った。
KD開始から 72時間後に細胞を回収し、免疫染色法を用いて内在性 Stx5タンパク質を蛍光標識し
たあとに共焦点顕微鏡（Zeiss LSM710）で観察した。その結果、Control KD条件下では核の周囲
に Stx5のシグナルが点在して観察できた。一方で、BAG6 KD条件下の細胞ではControl KD条
件下とは異なり、Stx5のシグナルが核近傍の特定箇所に偏在する様子が観察された（図１）。 
 
2. BAG6 KD 条件下で内在性 GS28 のシグナル分布が変化する 
	 ゴルジ体でStx5と協働して機能するSNARE-TAタンパク質GS28を標的に、BAG6 KDがGS28







3. BAG6 KD 条件下で観察された Stx5 や GS28 のシグナル分布の変化は統計学
的に有意である 
	 項目 1、2で観察された Stx5およびGS28タンパク質のシグナル分布の変化が統計学的に有意で
あるかを検討した。Control KD条件下とBAG6 KD条件下で核近傍の特定箇所にシグナルが観察




4. BAG6 KD は Stx5、GS28 の膜挿入に影響を与えない 
	 項目 1、2で観察されたシグナル分布の変化は、細胞中のBAG6が減少しているためにTAタン
パク質の膜挿入失敗が原因で生じたのではないかと考えた。そこで、仮に膜挿入に失敗しているな
らば、BAG6 KD条件下において Stx5やGS28といった SNARE-TAタンパク質は細胞質中に存
在していると考え、超遠心機を用いた分画を行った。10 cmシャーレに細胞を播種し、BAG6 KD
を行った。KD 開始から 72 時間後にセルスクレーパーを用いて細胞を回収した。超遠心分離を行
 19 
って可溶性細胞質画分、および不溶性膜画分に分画したものを、ウェスタンブロッティング法を用
いて解析した。その結果、Control KD条件下でもBAG6 KD条件下でも 2つの SNARE-TAタン
パク質、Stx5とGS28のバンドは細胞質画分には検出されず、膜画分でのみ検出された（図 4A）。
またControl KD条件下とBAG6 KD条件下で膜画分に検出された SNARE-TAタンパク質の量に
差はなかった（図 4A）。一方私は、これらTAタンパク質が細胞質中に疎水性領域を露出したため、
速やかに分解されている可能性を考えた。そこで、プロテアソーム阻害剤であるMG132存在下で








バンドは検出されなかった（図 4C）。これらの結果から私は、BAG6 KDは Stx5、GS28の膜挿入
には影響を与えないと結論した。 
 
5. BAG6 KD 条件下でゴルジ体局在性非 TA タンパク質 GM130 およびβ-COP
のシグナル分布が変化する 
	 項目 4の結果からTAタンパク質の膜挿入失敗は起きていないことが示唆されたので、項目 1、2
で認められたゴルジ体局在性TAタンパク質のシグナル分布変化は、ゴルジ体の形態自体が変化し
たことで引き起こされたのではないかと考えた。そこで、ゴルジ体局在性非TAタンパク質をマー










6. BAG6 KD 条件下で小胞体マーカーであるカルネキシンのシグナル分布は変化
しない 



















8. BAG6 KD 条件下で細胞内膜輸送系に異常が生じる 









糖鎖は枯渇することが予想される。細胞を 6 wellシャーレに播種し、BAG6 KD、SRP54 KDを行
った。SRP KD条件下では、膜タンパク質が小胞体膜に埋め込まれなくなり、細胞膜上の糖鎖が減
少することが報告されている。そのため今回の実験においてポジティブコントロールとして使用し





























BFAを 5 µg/mlとなるように添加した。KD開始から 72時間後に細胞を回収し、免疫染色法によ
って内在性β-COPおよびCalnexinを蛍光標識した。BFAは小胞体-ゴルジ体の順行輸送を可逆的
に阻害する薬剤である（図 12）。BFAを細胞に添加するとゴルジ体局在性タンパク質が小胞体へ逆







	 項目 8.2.1の結果から、BAG６ KD条件下において、小胞体-ゴルジ体間の輸送に大きな影響が
出ていない可能性が示唆された。よって、ゴルジ体以降の輸送に着目し、エンドソーム局在性タン
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胞を 6 wellシャーレに播種し、BAG6 KDを行った。KD開始から 24時間後に培地を新しい培養
液に交換し、IL-2Rα発現ベクターを細胞に導入した。KD開始から72時間後に細胞培養液にFLAG









した。細胞を 6 wellシャーレに播種し、各種BAG6 KDコンストラクトを細胞に導入した。KD開















1. BAG6 KD 条件下で内在性 Stx5 のシグナル分布が変化する 
	 Stx5 はシス-ゴルジ網に局在していることが報告されている SNARE-TA タンパク質である





のならば、SNARE−TA タンパク質の典型例である Stx5 の挙動にも影響を与えることが考えられ
た。そこで、BAG6 KD条件下における Stx5の挙動を、免疫染色法を用いて解析した。その結果、




2. BAG6 KD 条件下で内在性 GS28 のシグナル分布が変化する 
	 項目 1で観察された Stx5のシグナル分布の変化は Stx5特有のものである可能性も考えられた。
そこで私は、BAG6 KD条件下において核近傍の特定箇所にシグナル分布が変化するのが Stx5だ
けの現象なのかを検証した。私は Stx5 と複合体を形成して機能することが報告されている






3. BAG6 KD 条件下で観察された Stx5 や GS28 のシグナル分布の変化は統計学
的に有意である 
	 項目 1、2 で示した結果を客観的に評価するために、統計的な検討を行った。分散が等しかった








4. BAG6 KD は Stx5、GS28 の膜挿入に影響を与えない 
	 BAG6はTAタンパク質の小胞体膜挿入機構に関与していること以外にも、細胞質中に疎水性領
域を露出した不良タンパク質をユビキチン-プロテアソーム依存的分解系へとリクルートすること
が知られている。BAG6 KD条件下で観察された Stx5や GS28のシグナル分布の変化は、BAG6
が細胞中から減少していることによって、小胞体膜への埋め込みに失敗したTAタンパク質が不良
タンパク質として細胞質画分に滞留している結果を反映している可能性が考えられた。そこで、分








5. BAG6 KD 条件下においてゴルジ体局在性非 TA タンパク質のシグナル分布が
変化する 
	 項目 4までの結果から、Stx5やGS28は膜挿入に失敗していないにも関わらず、BAG6 KD条
件下では Stx5 や GS28 のシグナル分布が変化することが明らかとなった。これら 2 つの
SNARE-TAタンパク質はゴルジ体に局在し、機能することが報告されている（Tai et al. , 2004; Xu 








において Stx5や GS28は膜に挿入されているため、私が発見したゴルジ体構造の変化の原因を 2
つの SNARE-TAタンパク質 Stx5、GS28に求めることは困難だと考える。 
 













7. BAG6 KD 条件下で IL−2Rαの糖鎖修飾量は変化しない 










8. BAG6 KD 条件下で細胞内膜輸送系に異常が生じる 
	 項目7の結果から、ゴルジ体における糖鎖修飾能が正常に維持されていることが示唆されたので、
続いて私はもう 1つの機能である選別輸送について検討を行った。細胞膜上には多くの糖鎖修飾タ
ンパク質が存在している（Asvin et al. , 2008）。それらのタンパク質は全てゴルジ体を経由する小
胞輸送によって細胞膜上まで運搬されている。この糖鎖修飾された細胞膜上のタンパク質量を定量
することで、細胞内膜輸送について検討した。定量を行うために、糖タンパク質に特異的に結合す







いる（Asvin et al. , 2008）。しかし、FCMで SRP54 KD条件下の細胞のLectin陽性タンパク質量
を定量したところ、Contorol KD条件下と比べて大きな差は検出されなかった。これらのことから、
蛍光LectinはFCMを使用した実験系には適していないことが示唆された。そのため、共焦点顕微
















































































































図１、BAG6 KDによってゴルジ体局在性 SNARE-TAタンパク質である Stx5のシグナル分布が
変化する。 























図 2、BAG6 KDによって Stx5と協働して機能する、ゴルジ体局在性 SNARE-TAタンパク質であ
るGS28のシグナル分布が変化する。 

























図 3、図 1,2の結果は統計学的に有意である。 
Stx5 と GS28 の実験で観察されたシグナル分布の変化した細胞を集計し、統計処理を行った。
Control KD条件下とBAG6 KD条件下では分散に統計学的に有意な差は認められなかった。その
ため student の t 検定を用いた結果、実験処理によってシグナル分布が変化した細胞の数は、








































図 4A、BAG6をKDしても Stx5とGS28は膜画分に存在し、かつその量はControl KD条件下と
BAG6 KD条件下で比較してもほとんど変わらない。 






























































図 4C、BAG6 KD条件下において不溶性画分に Stx5のシグナルは検出されない。 
	 HeLa細胞にBAG6 KDコンストラクトを導入してから 72時間後に細胞を回収した。回収した




















図 5、BAG6 KDによって、ゴルジ体局在性非 TAタンパク質であるGM130のシグナル分布が変
化する。 
























図 6、BAG6 KDによってゴルジ体局在性非TA膜タンパク質β-COPのシグナル分布が変化する。 


























図 7、BAG6 KDによって小胞体局在性膜タンパク質Calnexinのシグナル分布は変化しない。 
	 HeLa細胞にBAG6 KDコンストラクトを導入してから 72時間培養した。細胞を回収した後、


























図 8、IL-2Rαの糖鎖修飾量にControl KD条件下とBAG6 KD条件下で大きな差はない。 

























































図 10、BAG6 KDによって細胞膜表面上に提示される糖鎖修飾タンパク質量が減少する。 










































































































図 14、BAG6 KD条件下において後期エンドソーム局在性タンパク質、Rab7の局在が変化する。 




















図 15、BAG6 KD条件下において、IL-2Rαの細胞内への取り込みが減少する。 



























図 16、複数のBAG6 KDコンストラクトで同様の表現型が観察された。 





























Asvin K. K. Lakkaraju, Camille M, Anne Scherrer, A E. Johnson, and K Strub (2008) SRP 
maintains nascent chains translocation-competent by slowing translation rates to match 
limiting numbers of targeting sites. Cell 133 , 440-451 
 
Clerico E. M, Maki J. L, Gierasch L. M. (2010) Use of synthetic signal sequences to explore the 
protein export machinery. NIHPA 90, 307-319 
 
Francis A. B. (2013) Rab GTPases and membrane identity: Causal or inconsequential? J Cell 
Biol. 202, 191-199 
 
Hessa, T., Sharma, A., Mariappan, M., Eshleman, H.D., Gutierrez, E., Hegde, R.S. (2011) 
Protein targeting and degradation are coupled for elimination of mislocalized proteins. Nature 
475, 394-399 
 
Hong W. （2005） SNAREs and traffic. Biochim Biophys Acta 1744, 493-517 
Jahn R, Scheller RH. （2006） SNAREs--engines for membrane fusion. Nat Rev Mol Cel Biol 7, 
631-643 
 
Jesse C. Hay (2001) SNARE Complex Structure and Function. Exp Cell Res 271, 10-21 
 
Leznicki P, Clancy A, Schwappach B, High S. (2010) Bat3 promotes the membrane integration 
of tail-anchored proteins. J. Cell Sci. 123, 2170-2178 
 
Mariappan M, Li X, Stefanovic S, Sharma A, Mateja A, Keenan R. J, Hegde R. S. (2010) A 
ribosome-associating factor chaperones tail-anchored membrane proteins. Nature 466, 
1120-1125 
 
Mariappan M, Mateja A, Dobosz M, Bove E, Hegde R. S, Keenan R. J. (2011) The mechanism of 
membrane-associated steps in tail-anchored protein insertion. Nature 477, 61-66 
 
Miller SE, Sahlender DA, Graham SC, Höning S, Robinson MS, Peden AA, Owen DJ. （2011） 
The molecular basis for the endocytosis of small R-SNAREs by the clathrin adaptor CALM. 
Cell 147, 1118-1131 
 47 
Minami R, Hayakawa A, Kagawa H, Yanagi Y, Yokosawa H, Kawahara H. (2010) BAG-6 is 
essential for selective elimination of defective proteasomal substrates. J. Cell Biol. 190, 637-650 
 
Rabu C, Schmid V, Schwappach B, High S. (2009) Biogenesis of tail-anchored proteins: the 
beginning for the end? J. Cell Sci. 122, 3605-3612 
 
Rink J, Ghigo E, Kalaidzidis Y, Zerial M. (2005) Rab conversion as a mechanism of progression 
from early to late endosomes. Cell. 122,735–749 
 
Schubert U, Anto, L. C, Gibbs J, Norbury C. C, Yewdell J. W, Bennink J. R. (2000) Rapid 
degradation of a large fraction of newly synthesized proteins by proteasomes. Nature 404, 
770-774 
 
Suga K, Tomiyama T, Mori H, Akagawa K. (2004) Syntaxin 5 interacts with presenilin 
holoproteins, but not with their N- or C-terminal fragments, and affects beta-amyloid peptide 
production. Biochem J. 381, 619-628 
 
Tai G, Lu L, Wang TL, Tang BL, Goud B, Johannes L, Hong W. (2004) Participation of the 
syntaxin 5/Ykt6/GS28/GS15 SNARE complex in transport from the early/recycling endosome to 
the trans-Golgi network. Mol Biol Cell. 15, 4011-4022 
 
Xu , Martin S, James DE, Hong W. (2002) GS15 forms a SNARE complex with syntaxin 5, 
GS28, and Ykt6 and is implicated in traffic in the early cisternae of the Golgi apparatus. Mol 
Biol Cell. 13 , 3493-5507  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 48 
謝辞 
 
	 本研究を行うにあたり、ご指導、ご鞭撻下さいました、首都大学東京大学院理工学研究
科生命科学専攻細胞生化学研究室	 川原裕之教授に厚く御礼申し上げます。 
 
	 本論文を審査してくださいました、首都大学東京大学院理工学研究科生命科学専攻神経
分子機能研究室	 久永眞市教授に厚く御礼申し上げます。 
 
	 本論文を審査してくださいました、首都大学東京大学院理工学研究科生命科学専攻植物
発生生理学研究室	 岡本龍史教授に厚く御礼申し上げます。 
 
	 研究面・生活面ともに大変お世話になりました、首都大学東京大学院理工学研究科生命
科学専攻細胞生化学研究室の同期、先輩、後輩の皆様に厚く御礼申し上げます。 
 
	 生活面において大変お世話になりました、すべての友人たちに厚く御礼申し上げます。 
 
	 これまで私の生活を支え、見守ってくださった家族に深く感謝致します。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
利益相反 
該当しない。 
